ショウジョウバエの糖受容突然変異体を用いた味覚受容機作の研究 by 磯野 邦夫
ショウジョウバエの糖受容突然変異体を用いた味覚
受容機作の研究
著者 磯野 邦夫
号 403
発行年 1974
URL http://hdl.handle.net/10097/23813
ぼで
憲
 譲f・
塁
 氏名・(本籍〉
 学位の種類
 お
夫
士
確
邦
博
 の
野
学
匠
磯
理
 学位記番号理博第403号
 学位授与年月臼昭和49年3月26日
 (神奈月1県)
 学位授与の要件学位規則第5条第1項該当
硯究科専門課程
学位論文題屋
論文審査委員
東北大学大学醗理学硯究科
 (博士課程)生物学専攻修了
 ショウジョウバエの糖受容突然変異体を用いた
 味覚受容機作の研究
 (主査)
教授柴岡孝雄 教授樋渡宏一
教授小西和彦
巽 ・
ミ
 『.≒
論 文
目
次
緒言
 第郵部糖受容突然変異体の作成
 1材料(キイロショウジョウバエの系統〉
 豆突然変異の誘起と固定
 狐糖に対するハエの味覚行動
 W突然変異の検畠
 第二部突然変異体の味覚生理学的研究
 V唇弁糖受容羅とその反応
 M糖受容器反応の変異の検出
 鞭突然変異体の遺伝学的実験
囑論議
泌摘要
 X謝辞
預引用文献
 一275一
葦論文内容要旨
 昆虫類の味覚受容器鼠ustatoryfecePtorは鮪節やβ器に存在する化学感覚毛。負e温osen一
 $oτy難且辻中に存在し,脊椎動物の味覚受容羅に比べて著しく単純な味覚モデルを提供してくれ
 る。特にアオバエ随。τm按re幻na等の比較的大型のハエでは糖や塩や水受容審に関して受
 容細胞レベルの電気生理学的な砺究により多くの知見が碍られている。しかし一方,人為突然変異
 を利用して視覚や嗅覚その他の行動機作の研究が進められているキイ・ショウジョウバエではこれ
 まで味覚反応に関する報告がほとんどなく,このような遺伝学的手法により味覚の受容機作に関す
 る新たな知見を得べく,暮春らはキイ・ショウジョウバエを矯いてその糖に対する受容反応を調べ,
 突然変異体を作成して糖受容機作の解析を試みた。
部
 灘i
騰
 嶢材料および方法
 Ore曾。息Rに由来する野性型キイ・ショウジ重ウバエAA75-2を胴いて図1に示した交雑
 手順により第1～班連鎖群にわたって圭so痙enicな系統AA75-3を作成し,これを親系統と
 して実験に渇いた。また突然変異体6?作成にはこの雄を多数E鍛Sで処理して突然変異を誘起させ,
 これらをそれぞれ分離嗣定して作った多数の系統の中から後述する行動テストにより糖に対する
 味覚反応の異常を検出し,電気生理学的に感覚器における反応を再度調べることにより味覚異常を
 確かめた。ハエは通常のとうもろこし一イースト培地で25℃において飼育したものを編いたo
 a.行動実験:図2に示したようにペトリ皿の申の4個のリング中に各種の糖溶液または対照と
 して蒸留水を満たす。20時間の絶食を行なった羽化後0～3βのハエ約200～300匹をペト
 リ皿に入れてこれらを選択摂食させ,定時間毎に写真撮影することにより各リングに集まったハエ
 を数えて選択比を求め,糖に対する嗜好性を調べた。用いた糖はSuc鶏se,maltose,lactose,
 D嘱工ucose,餅負uctose,D噸annose,D-9&1actose,卜xyloseである。各糖に
 ついて反応の濃度依存性を調べるため,向い合う2個のリングに糖および蒸留水を配置し(図2の
 sとw)セット後セ分においてそれぞれに集まったハエの数s,wからKt=s皐wを求めて反応
 値とした。K纏は高濃度の糖に対してはセット後の時間に依存して著しく変化することがわかった
 ので,セット後15分の値を時間経過から外挿して求めた鼠雛簸5を嗜好性のパラメータとして用
 いた。また,この方法とは別に4個のリングにそれぞれG.05瓢費慧ctGS¢,O.07M爆慧cose,
 0.0蹴suc1Qse(これらはそれぞれ反応一濃度曲線においてほぼ等しいK値を与える濃度である)
 および蒸留水を配麗すると,正常なハエではこれらにおよそi:1:i:0.2の比率で集まったが,
 味覚の異常な系統ではこの比が変化することを利用してこれら3種の糖に対する味覚反応の異常な
 系統を検思したo
 b,唇弁化学感覚毛からの電気的記録1羽化後数時澗から2霞の成虫を用い麹肢を切断除まして
 後,生理食塩水を満たしたガラス毛細管を腹部から頭部まで刺入して不関電極として驚いた。一方,
 先端部直径約50～70μのガラス箋細管に糖と電解質として生0畷懸無塩Ciの混合溶液をつめ,
 刺激と記録電極を兼用した。これは翼。確so簸らの樋p艶。催面n悪法に従ったものである。電極
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 と感覚毛先端部との接触により誘導された信号は前置増幅器(日本光電MZ心違)を通じてオシ・
 スコープ(貸本光電JC-7)と連続撮影装置(日本光電PC晶28)で記録した。刺激時間は1
 秒以内とし,反応の大きさは刺激開始後のG.2秒からα4秒までの0.2秒間に発火した糖受容罷か
 らのインパルスの数で表わした。記録はすべて室温20℃,相対湿度60～80%の条件下で行な
 った。
 2結果
 各糖に対するハエの味覚行動康応を前述したK値を用いて表わし,その反応一濃度曲線をそれぞ
 れ用いた8種類の糖について作成した。反応はいずれも糖濃度g上昇に倖いK諜0・5から1・0の間
 をほぼS字型に増加する。反応がK=O.5(s罵w)を上鰯る濃度を閾値とすると,1、maltose,
 2,sucrose,3.郎ucose,奮職。亡ose,galactose,1actose,m盆nnose及びxyiose
i
 .の 蹴闘働礪かった。また最大反応の互に当るK岨75を駆る濃度。α75で比較すると
 1,!naitose,fruc亡ose,sqcrose,郎ucoseがそれぞれ1.7x1び3M,乞8xiσ3瓢
 a9x1σ3腋,7・Ox1σ3Mであるのに対し,H,xy}ose,1actose,星alactosε,一
 maηn・seはそれぞれi.3×iσ2M,6.9x1解雇,乞Ox1ヂ瓢,3.2xiσ1Mであり,
 至の4糖に較べて葺の4糖はiG～1QO倍高い値を示した(褒美第2列目)これらの順位はアオ
 バエで得られた吻反射の騰値とよく一致している。
 また受容器の反応を電気生理学的に調べたところ,電顕的に類別されたし型唇弁化学感覚毛では
 これら8種類の糖のうちCO.75の値で比較した第亙群の4糖一maltose,s犠crGse,蚕ru一
 償0$e,$iUCOSεに対してのみその反応性が認められた。受容器の反応も糖濃度の増加に偉い
 ほぼS字型にイン.パルス数が増加し,ある濃度以上で反応は飽和する。最大反応の大きさ(艮m:
 蓑i第4列舅)は糖により異なり搬aitoseが最も大きく(29.4インパルス/O.2秒)
 行uctoseが最も小さい(14・6インパルス/O.2秒〉oこのような傾向はセンチニクバエの結
 果ともよく似ている・糖授容雛と噺和髄森購の方激動鰍反応暢の反応灘与え
 る糖濃度(C翼船/2)をパラメータとして比較すると,畦糖とも行動実験の結果とほぼ対応して
 いることがわかった(蓑i第3列目)。唇弁感覚毛で刺激性のない他の遵糖に関しては他の型の受
 容暴湖関与しているものと思われる。
 一方,E鍛Sで処理して作成した多数の系統の中からペトリ湿法を用いて誤ucose,費UC-
 tose,sucroseの3糖に対する反応性の異常な15系統を見い出したが,これらの受容羅反応
 を調べたところ行動反応で郎ucos¢に対して低い選択比を示した系統126β04はL型唇弁感
 覚毛の反応においても特異的に即ucoseに対して反応性が低下していることがわかった。(表2
 第窪列目〉この系統は翻u厩oseに対しては正常のハエと同様の反応性を示し,また2糖類の
 sucroseとm&1toseに対しては低濃度において理luco舘と同様やや反応性が低下している。
 図3にその反応例を示す。(盆),(c)はそれぞれ芝2630畦8および黛,(わ)、(磁)は正常のハエのaお
 よび撃のi本の感覚毛での記録である。雌雄間で反応を比較すると1ぜ2鍛郵墓coseに対して
 δ3.7±1.3インパルス,豪3.1±1.9インパルス,また10玉瓢glucoseに対してδ1生6±
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 1.9インパルス,撃14.4±1.2インパルスで有意差はなく,ともに低い反応性を示した。作成し
 た系統はすべて♀が未処理のマーカーx染色体を保持しており,この突然変異は従って常染色体支
 配のものと思われる。突然変異体と親系統AA75-3との間で交雑を行ない得られた.F1の反応
 を調べたところ,各糖に対していずれも親系統の反応と同様の反応性を示した(表2第5列目〉の
 で突然変異は常染色体の劣性遺伝子により支配されていることがわかった。また欝・と突然変異体
 との戻し交雑を行ない得られたBF1の反応性をみると創ucoseに対してみかけ上両親の反応の
 中開値を示すが(表2第6列目)各個体の反応値の頻度分布をみると,両親の両分布域を含めた
 広い分布域をBF1がもっていること,両分市域は互いに重なり合っているが,便宜的にその閾に
 境界線を設けると,BF1はこれを境にして約1:1の比で分布することが示された。これは突然
 変異が単一遺伝子によるものと仮定した場合の表現型の分離比1:1と矛盾しないが,この結果か
 らだけでは同時に複数遺伝子の分離による可能性も考えられるので更に連鎖群や遺伝子座を確定す
 る必要があると思われる。
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 5論議
 アオバエやニクバエで得られた糖受容審に関する行動学的・電気生理学的結果と比較してみると
 ショウジョウバエもこれらと非常に類似した受容器をもっていると思われる己アオバエは受容器の
 受容部位の種類に関する報告がいくつかある。刺激性の弱いmannoseがfructoseに対しては
 強い拮抗阻害作用を有し,一方,glucoseには粗加的効果を与えること・等からDeむhierらは受
 容部位にフラクトース部位とグルコース部位の2種類存在することを示した。またEvansらは幼
 虫時期に与えられた糖の種類が成虫の糖に鰐する反応特異性に著しく影響を与えることを見出し,
 発生的に独立な複数個の受容部位の存在を示唆した。
 今回得られた突然変異体によってショウジョウバエでは少なくとも2種類の遺伝的支配の異なる
 受容部位が存在し,一方の部位はglucose,sucroseおよびmaltose等を,もう一方は,
 {ructose等を受容するモザイックな受容部位が示唆された。この結果はDethier,Evans
 らの2部位説を支持するものであるが,必ずしも2種類のみの受容部位を限定する必要はなく,こ
 れ以外の受容部位の存在も当然考慮せねばならない。受容盟レベルの突然変異体を何種類か作成す
 ることができれば,その受容部位の種類数を推定することができると思われる。 灘
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Sugars 
Concent ra t i ons (M) 
C o. 7 5 CRng/2 
Maximal numbers 
impulses / O. 2 
I~n 
of 
sec 
Mal to se 
Sucrose 
Glucose 
Fructose 
Lactose 
Xylose 
Mannose 
Galactose 
1. 7 x l 
3. 9 x 1 
7. O X' 1 
2. 8 x 1 
6. 9 x l 
l. 3 x 1 
3. 2 x 1 
2. O X 1 
0~3 
O~3 
0~3 
O~3 
0~2 
0~l 
0~1 
O~1 
4.8 x I 0~3 
5. O x I 0~3 
5. 6 x I 0~3 
8. O x I 0~3 
>8.0 X I 0~1 
> 1. O 
> 1. O 
> 1. O 
Z 9. 4 
Z 6. 6 
2 l.6 
l 4. 6 
Table Z Responses of 
Concen-
Sugar s t r at i on 
(M ) 
Sucrose I 0~2 
l 0~l 
Mal tose I 0~2 
1 0~1 
Fructose I O~2 
1 O~i 
Glucose I 0~2 
1 0~1 
~~, 2 
Mutant, Parent F1 and BF Hybrld 
Nuxnber 0~ Zmpulses / O. 2 sec 
Parent Mutant Fl hybr i d 
1 3.2 * 1 5. 7 1 5. 5 
2 4. 6 2 5. 6 Z 6. O 
l 9.9 1 7. 8 ~ 1 9. 7 
2 5. 2 Z 4. 5 2 5. O 
6. 7 6. 1 6. 6 
1 5. 7 1 5. O 1 4. 9 
3. 4 ** 1 O. 6 9. 6 
1 4. 5 ** l 9. 6 1 9. 4 
- 281 -
Flies to Sug~rs 
BFI hybr ~ d 
1 4. 7 
2 5. 9 
1 9. 7 
2 5. 4 
6. 7 
1 5. 9 
6. 4 + 
1 7.5+ 
 論文審査の結果の要蠧
毒
 シ・ウジ・ウバエは遺伝学の硯究材料として詳細に研究され,多くの遺伝子の染色体上の位置が
 確認され,また比較的容易に突然変異体を人為的に作ることができ,視覚や嗅覚に関する突然変異
 体はすでに知られている。ハエ類の口器の唇弁の周囲にある化学感覚毛は味覚受容器として知られ,
 その構造が単純なことから感覚生理学の実験によく用いられている。しかし・ショウジョウバエは
 小型であるので感覚毛も小さく,大きなものでも長さ40μ撫,太さ2μ搬位であるので,まだ感
 覚生理学の実験には篤いられていなかった。
 磯野は人為的に味覚に関する突然変異体を作り,それの感覚生理学的研究を行なうことによって
 味覚受容機作を知ることを目的として,この研究を行なった。譲ず,正常なシ曾ウジョウバエの感
 覚毛から電気生理学的手法によって糖受容時におけるインパルスを記録することに成功し,実験に
 購いた特定の3本の感覚毛はs廿cros亀ma}tose,glucose,重ractoseには感じるが,
 iactose,搬annose,g&iactose,xylose}こ壱ま感じなレ、ことを見出した。
 一方,突然変異体を多数作製し,それらのうちから味覚に関する突然変異体を感覚毛の電気生理
 学的手法によって検出することは不可能に近いので,種々の糖を選択するハエの行動を定量的に知
 る方法を考案した。この方法によっても,前記の騒crose他3種の糖と,lactose他3種の糖
 との間に行動の差がはっきりみられ,糖の受容に少なくとも2つの違った様式があることが知れた。
 突然変異体の作製は餌とともにe徳ylme捻anes貸1鉛nateを与えることにより行ない,約
 400系統の変異体を得,さらに遺伝学的操作によって97系統の突然変異体を固定することがで
 きた。これらの系統を前述の行動実験にかけ15系統の味覚突然変異体を見出した。これらのうち,
 郎ucoseに対する反応値の低下したものが一番多かったが,とくにその反応値低下の著しい系統
 を耀い感覚毛の電気鑑理学的実験を行なったところ,g麺coseで刺激したときのインパルス数が・
 正常種と比較して閉らかに低下していることが認められた・このことは,この突然変異が受容器細
 胞の物質と結合する膜に起っていることを意味する。この突然変異体を遺伝学的手法により調べた
 ところ,雄雌に差のないことから突然変異した遺伝子は常染色体にあること,正常種との交雑実験で
 正常となることから劣{生還1伝子であることがわかり,さらに戻し交雑により中間値が鐵たことから
 i遺伝子支配の可能性もあるが,確定はできなかった。以上のようにこの研究は感覚の機作を研究
 する全く新しいアプローチの方法を確立したものであり,重要な貢献である。
 よって磯野邦夫提織の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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